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1．要約 
【背景】関節リウマチ、脊椎関節炎は滑膜炎や骨びらんなどの多彩な臨床像を示す。関節リ
ウマチは慢性炎症に伴う滑膜増殖と骨びらんが主体であるが、脊椎関節炎はそれに加えて筋も
しくは靭帯の骨付着部の骨形成および関節強直も特徴とされる。関節リウマチの動物モデルは
これまでに数種類報告されている一方、関節炎と骨化を伴う付着部炎を生じる動物モデルは、
今日までに確立されていない。McH-lpr/lpr-RA1マウスは足関節の関節炎を自然発症し、関節
強直に至る新しいマウス系統であり、オスのマウスは20週齢までに足関節に関節炎を60％、関
節強直を95％と高い確率で生じる。McH-lpr/lpr-RA1マウスの関節強直は筋腱付着部からの線
維増殖から軟骨化成を経て骨化し、脊椎関節炎に生じる付着部骨化と類似している。現在脊椎
関節炎に対してはTNF	(	Tumor Necrosis factor；腫瘍壊死因子 )	-α阻害剤が主たる治療である
が、変形の進行を抑制するには不十分である。その一方で抗IL (	Interleukin )	-6受容体抗体は
関節リウマチに効果を示すが、強直性脊椎炎などの脊椎関節炎には効果がないとされている。
McH-lpr/lpr-RA1マウスに対して薬剤投与を行なった報告はこれまでにない。 
【目的】McH-lpr/lpr-RA1マウスに抗 IL-6受容体抗体であるMR16-1を投与し、関節炎およ
び付着部炎に対する影響を評価すること、およびMcH-lpr/lpr-RA1マウスが関節リウマチお
よび脊椎関節炎のモデルマウスとして有用であるか評価すること。 
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【方法】オスのMcH-lpr/lpr-RA1マウスを無作為にコントロール群と治療群に分けた。コン
トロール群には治療群と同量の生理食塩水を腹腔内投与した。治療群は10週齢から週一回
MR16-1を腹腔内投与し、初回は2 mg、次回以降は毎週0.5 mgを投与した。薬剤の効果は、
2名の検者による14週齢、17週齢、20週齢における滑膜炎スコアによる組織学解析と、10
週齢、14週齢、18週齢におけるインドシアニングリーン内包リポソームを用いた in vivo生
体イメージング(	IVIS )	、Real-time PCRを用いた10週齢、14週齢、16週齢における Il6、
Tnfα、Il17の遺伝子発現解析、14週齢、17週齢における血清中の血清アミロイドAおよび血
清 IL-6定量解析、およびマルチスライスCTを使用した脛骨近位部の骨パラメーター解析で
評価した。 
【結果】組織学的滑膜炎スコアでは14週齢、17週齢、20週齢のいずれにおいても治療群に
おいて有意に低下していた。2名の検者間のκ係数は0.77であった。しかし、付着部炎によ
る骨増殖はMR16-1の治療群でも抑制し得なかった。インドシアニングリーン内包リポソー
ムによる生体イメージングでは14週での治療群において対照と比べ有意にシグナルの減少
がみられたが、18週齢では差がみられなかった。血清アミロイドAは17週齢の治療群で有
意な低下がみられた。Real-time PCRでは治療群においてTnfαと Il17の発現低下がみられた。
治療後に脛骨近位部で測定した骨量のパラメーター解析は治療群とコントロール群で差がみ
られなかった。 
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【結論】抗 IL-6受容体抗体はMcH-lpr/lpr-RA1マウスにおける滑膜炎および滑膜炎に伴う関
節破壊を抑制できた。一方で付着部炎に伴う骨増殖性変化は持続した。McH-lpr/lpr-RA1マウ
スは自然発症する関節破壊を生じる関節炎および付着部症の病因を解明し、新規薬剤の研究
開発に有用なマウスモデルとなり得ると期待される。 
 
2．略語 
・BV ( Bone volume；骨量 )	 
・CT ( Computed tomography；コンピュータ断層撮影 )	 
・cDNA ( complementary DNA；相補的DNA  )	 
・ELISA (	Enzyme-linked immunosorbent assay ) 
・ICG ( Indocyanine green ) 
・IL (	Interleukin ) 
・IVIS (	In vivo bioluminescence imaging system；生体内発光イメージングシステム ） 
・PBS (	Phosphate-buffered saline；リン酸緩衝生理食塩水 ）	
・ROR-γt (Retinoic acid receptor-related orphan receptor-γt；レチノイン酸受容体関連オーファン受
容体 ) 
・RT-PCR (	Realtime polymerase chain reaction；逆転写ポリメラーゼ連鎖反応 ) 
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・SAA (	Serum amyloid A；血清アミロイドA ) 
・TNF (	Tumor necrosis factor；腫瘍壊死因子 ） 
・TV (	Total volume；合計量 )	
 
3．研究背景 
強直性脊椎炎や乾癬性関節炎に代表される、付着部炎を生じる自己免疫性疾患群は、滑膜炎、
骨びらん、骨新生、付着部炎、関節強直などの多彩な臨床像を示す 1)。関節リウマチは慢性
炎症に伴う滑膜増殖と骨びらんが特徴的とされている 2)。一方、自己免疫性疾患に伴う付着
部炎には、滑膜増殖や骨びらんを伴って付着部の骨増殖変化に至る異なる経過がみられる 3,4)。
この付着部の骨増殖性変化は、組織学的に軟骨形成の増殖とそれに続く骨による軟骨の置換 
(	軟骨内骨化 ）	が特徴的である 5,6)。これまでReinhardtらは Interleukin (	IL )	-23陽性T細
胞から放出された IL-17および IL-22シグナル伝達分子が、付着部の軟骨増殖および骨化に
関与していることを報告している 7)。腸内微生物叢の変化やHLA-B27による変性蛋白反応、
力学的ストレスにより、IL-6および IL-23が樹状細胞から放出される。腱付着部に常在して
いるナイーブT細胞は樹状細胞由来のIL-6とTGF-βの刺激により、Retinoic acid receptor-related 
orphan receptor-γt (	ROR-γt：レチノイン酸受容体関連オーファン受容体	)の発現が誘導され
る。するとナイーブT 細胞に IL-23Rが発現し、これに樹状細胞由来の IL-23が結合すること
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によりナイーブT細胞はTh17に分化する。Th17は IL-17および IL-22を産生し、TNF (	Tumor 
Necrosis factor )	-αとともに骨新生や炎症の発生・維持、骨性強直を起こし、脊椎関節炎にお
ける付着部炎、付着部の骨化に重要と考えられている 7-10)。 
骨化を伴う付着部炎に対してはTNF-α阻害剤が主たる治療として用いられているが、骨性
の関節強直を防ぐことは特に病状が進行すると困難であるとの報告が多い 11-13)。加えて、関
節リウマチの動物モデルとしてはⅡ型コラーゲン誘発関節炎モデル 14)、菌体成分で免疫して
関節炎を誘発するモデル 15)、自然発症モデル 16,17が報告されているが、滑膜炎による関節破
壊と骨化を伴う付着部炎を自然発症して併発する動物モデルは、今日までに確立されていな
い。骨化を伴う付着部炎の発症メカニズムを研究し、新たな治療法を創出するためには新た
な動物モデルの確立が望まれている。 
我々の研究グループでは自然に足関節の関節炎を発症し、関節強直に至るマウスモデル、
McH-lpr/lpr-RA1を報告した18)。このオスのマウスは20週齢までに足関節に関節炎を60％、関節
強直を95％と高い確率で生じる18)。高確率で生じる関節強直は付着部からの線維、軟骨組織の
増殖から骨化する形態であり、脊椎関節炎に生じる付着部骨化と類似しているとされる18)が、
詳細についてはこれまでに報告されたものはない。 
抗IL-6受容体モノクローナル抗体は、関節リウマチ患者の治療に利用可能であり、重篤な関
節リウマチの治療においても治療効果を有することが示されている19)。一方、強直性脊椎炎患
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者における抗IL-6治療の効果も報告されているが、抗IL-6受容体抗体は脊椎の強直変化の進行
抑制に寄与できないとされている20)。さらに、脊椎関節炎の末梢症状に対する抗IL-6受容体抗
体による治療の効果の報告も散見されるが、いまだ効果としては不明である21)。 MR16-1はIL-6
受容体に特異的に結合するラット由来のモノクローナル抗体であり22)、多くの動物モデルを用
いた実験において、IL-6シグナル伝達を遮断する効果を評価するために使用され、関節炎の改
善効果やSLE様皮膚炎の改善効果、脊髄損傷後の炎症抑制および運動機能改善効果などを得て
いる23-27。  
McH-lpr / lpr-RA1マウスは滑膜炎および骨化を伴う付着部炎を生じ、脊椎関節炎における末
梢関節炎の新しいマウスモデルとなりうる可能性があり、またMR16-1の投与により滑膜炎
および付着部炎に対する IL-6シグナルの遮断効果の可能性をみるのに適したマウスモデル
と考えられる。 
 
4．研究目的 
本研究の目的は、McH-lpr / lpr-RA1マウスに生じる関節炎および関節強直に対する IL-6シ
グナル遮断の効果を調べること、およびMcH-lpr / lpr-RA1マウスにおける炎症性変化および
関節強直のメカニズムを明らかにすることである。 
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5．研究方法 
本研究における動物実験の取り扱いは、東北大学大学院医学系研究科動物実験委員会の審査
および許可を得たうえで行なった。 (	動物実験計画書番号：2015医動-247-1、2015医動290 ) 
 
5.1. 使用動物 
実験にはMcH-lpr/lpr-RA1を使用した。このマウスはMRL/lpr とC3H/HeJ-lpr/lpr (	C3H/lpr ）	
のF1マウスに対しMRL/lprと戻し交配を行ったマウスをN2とし、N2マウスの中で肉眼的
に足関節に関節炎を生じた個体のみを54代兄弟間交配を行い、recombinant congenic strainと
してMcH-lpr/lpr-RA1として確立した 18)。全てのマウスは、東北大学大学院医学系研究科付
属動物実験施設および東北大学大学院医工学研究科治療医工学講座腫瘍医工学学分野併設の
動物実験室において specific pathogen-free (	SPF )	の条件下で管理、飼育した。実験は国立大
学法人東北大学における動物実験等に関する規定に準拠しておこなった。すべての実験は、
10週齢の雄マウスを用いた。 
 
5.2. 治療介入 
	 治療介入は過去の文献を参考に施行した。McH-lpr/lpr-RA1マウスは8週以前には関節炎
および関節強直の発症率が低く、薬剤の治療効果をみるためにはそれ以降の投与開始が妥当
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であると考えられる 18)。また、発症前に投与を開始するのを防ぐため、初回投与時に両側足
関節または足部に、肉眼的に発赤または腫脹がみられる個体のみを実験に使用した。初回投
与は10週齢時に2 mgのラット抗マウス IL-6R mAb	(	MR16-1、中外製薬より提供 ）	を腹
腔内投与し IL-6シグナル遮断を行った。以降は0.5 mgのMR16-1を週一回腹腔内投与した
28)。ネガティブコントロールはPBS	(	Phosphate buffered saline：リン酸緩衝生理食塩液 )	を
治療群と同様のスケジュールで腹腔内投与した。 
 
5.3. 血液中サイトカイン測定 
SAA	(	Serum amyloid A：血清アミロイドA )	および IL-6のELISA	(	Enzyme-linked 
immunosorbent assay )	キット	(	Biosource, Camarillo, CAおよびR＆D Systems Inc., Minneapolis, 
MN, USA )	を用いて、SAAおよび IL-6の血中濃度を測定した。測定は14週齢および17週
齢で行なった	(	各群n = 5 )	。SAA測定の際には血清試料はアッセイ希釈剤を用いて1：200
に希釈し、抗マウスSAA抗体と共にインキュベートし、IL-6測定の際は血清試料を希釈せ
ずに抗マウス IL-6抗体とともにインキュベートした。 テトラメチルベンジジンを添加し、
吸光度450 nmで測定、結果を4パラメータロジスティック回帰曲線を用いてSAAおよびIL-6
の濃度を定量した。 
 
 11 
5.4. 組織学的解析 
足関節以遠を14、17及び20週齢で摘出し、10％ホルムアルデヒドに24時間浸漬して固定
を行い、その後70％エタノールに72時間浸漬して脱水した。その後220mM / L EDTA-Na中
に3週間浸漬することにより脱灰した。 標本はヘマトキシリンおよびエオジンで染色を行い、
過去の報告に準じて滑膜炎を、滑膜細胞層の多層	(	0点：1層 ; 1点：2-3層 ; 2点：4-5層 ; 
3点：5層以上 ）	、常在細胞の密度	(	0点：正常 ; 1点：わずかに細胞数増加 ; 2点：中等
度に細胞数増加 ; 3点：細胞数の著しい増加、パンヌス形成およびリウマトイド結節 ）	、
炎症性細胞の浸潤	(	0点：炎症性浸潤なし ; 1点：わずかにリンパ球や形質細胞がみられる ; 
2点：多くのリンパ球や形質細胞の浸潤、濾胞様集簇の形成 ; 3点：高密度の帯状炎症性浸潤、
または多数の濾胞様集簇 ） の3点で評価し、合計点を用いてスコア化し、組織病理学的に
解析した 29)。滑膜炎スコアは2名の研究者によって評価し、κ係数を計算した	(	n = 5 ) 。 
 
5.5. インドシアニングリーン内包リポソームの作製 
インドシアニングリーン	(	ICG ）	リポソームは、過去の文献 30-32)を参考に作成した。
1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine	(	DSPC: NOF、Tokyo、Japan )	および
1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[methoxy-	(	polyethylene glycol ) -2000] 
(	DSPE-PEG [2000-OMe] )	(	DSPC:DSPE-PEG = 94：6 mol / mol )	を梨型フラスコに入れ、
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クロロホルム5mlを加えて脂質を完全に溶解した。次いで rotary evaporator	(	NVC-2100 / 
N-1000、Eyela、Tokyo、Japan ）	を用いて減圧下でクロロホルムを蒸発させ、脂質膜を作成
した。 
次に、10 mLのPBSに溶解した100 µMの ICG	(	Daiichi Sankyo, Tokyo, Japan ）	を、上記
で作成した脂質膜に添加して、ICGを内包した多層のリポソーム小胞を形成させた。凍結 - 
解凍サイクルを5回以上繰り返した後、extrusion equipment	(	Northern Lipids Inc., Vancouver, BC, 
Canada）にフィルタ 	ー(	100、200、400および600 nm: Nuclepore Track- Etch Membrane, Whatman 
plc, Maidstone, UK ）	を装着したものを用いて、リポソームのサイズを直径<100nmに調整し
た。0.45µmのフィルタ 	ー(	Millex HV filter unit, Durapore polyvinylidene-difluoride [PVDF] 
membrane, EMD Millipore, Billerica, MA, USA ) を使用してリポソームを清潔化した。リポソ
ームに内包されていない遊離した ICGは、PD-10カラムを用いて除去した。 Wako 
Phospholipids C testキット	(	Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan ) を用いて脂質濃度を
測定し、1.0 µmol/ mLに調整した。 ICGリポソームの直径は、particle size analyzer 
(	ELSZ-2,Otsuka Electronics, Osaka, Japan ）	を用いて測定した。 
 
5.6．ICGリポソームと生体内生物発光イメージングシステム	(	IVIS )	を使
用した予備実験 
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作成した ICGリポソームを静脈内投与して、in vivo生物発光イメージングシステム	(	In 
vivo bioluminescence imaging system :IVIS ）(	Xenogeny, Alameda, CA, USA ）	で関節炎の評
価を行うことが妥当であるか評価するため、予備実験を行なった。まず ICGリポソームが関
節炎を検出できるかを確かめるため、肉眼的に明らかに関節腫脹を生じている13週齢の
McH-lpr/lpr-RA1マウス	(	n = 6 ）	に対し、200 µlのPBSおよび200 µlの ICGリポソームを
静脈注射後0、5、30、60、120および150分に IVISで蛍光強度を測定し、両群間の蛍光強度
を比較した。次に30週齢の野生群のマウス(	n = 4 )と14週齢のMcH-lpr/lpr-RA1(	n = 4 )マ
ウスに対してそれぞれ200 µlの ICGリポソームを静脈注射後、0、5、30、60、120および150
分に IVISで蛍光強度を測定し、両群間の蛍光強度を比較した。リポソーム投与前のシグナル
強度を1とし、リポソーム投与後の蛍光強度をシグナル強度比として計測した。解析は過去
の文献を参考に施行した 28,29) 
 
5.7. 生体内生物発光イメージングシステム	(	IVIS	)	による解析 
予備実験をふまえてMR16-1を投与したMcH-lpr/lpr-RA1マウス	(	n = 5 ）	およびコント
ロールマウス	(	n = 5 ）	において10、14および18週齢で実施した。 200 µlの ICGリポソ
ームを静脈内投与し、予備実験の結果から投与後120分に IVISを用いて両足関節の ICGの
蛍光強度を測定した。Region of Interest (ROI) は両側の足関節以遠が含まれるように設定し、
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解析はリポソーム投与前のシグナル強度を1とし、リポソーム投与後の蛍光強度をシグナル
強度比として計測した。 
 
5.8.  Real-time PCR 
足関節からの滑膜組織標本を、10、14および16週齢で採取した（	各群n = 5 ）	。 採取し
た標本をTissue Ruptor Ⅱ	(	Qiagen, Hilden, Germany )	を用いて粉砕し、QIAzol Lysis Reagent 
(	Qiagen, Hilden, Germany )	およびRNeasy Mini Kit (	Qiagen, Hilden, Germany )	を用いて
mRNAを精製した。精製したmRNAはNano Drop Lite Spectrophotometer (	Thermo Scientific 
Nano Drop Products, Delaware, USA )	を使用して濃度を計測した。mRNA濃度は350-400 ng/µl 
になるよう、RNase-free waterで希釈した。希釈したmRNAにRT Buffer、RT random primers、
dNTP mix、およびMultiscribe reverse transcriptase	(	Applied Biosystems, Foster city, CA, USA )	を
添加して、25℃で10分間、37℃で2時間逆転写し、cDNAの合成を行った。cDNAは Nano 
Drop Lite Spectrophotometer	(	Thermo Scientific Nano Drop Products, Delaware, USA )	を使用し
て濃度を計測し、150-200 ng/µlになるよう希釈した。その後 cDNAを ready-to-use Taqman Gene 
Expression Assays (	Applied Biosystems ) 1 µlと、Taqman Universal Master Mix II with Uracil-N 
Glycosylase	(	Applied Biosystems, Foster City, CA, USA ) 10 µlに添加し、StepOnePlusTM real-time 
PCR system (	Applied Biosystems, Foster city, CA, USA )	を用いて50℃2分、95℃10分を各1
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回、さらに95℃15秒と60℃1分を40サイクル反応させて real-time PCRを行なった。Gapdh	
(	assay ID: Mm99999915_g1 )	を内部標準とした。Taqman®プローブは Il6	(	assay ID：
Mm00446190_m1 )	、Tnfa	(	assay ID:Mm00443260_g1 ）	、IL17 (	assay ID:Mm00439618_m1 ）	
を使用した。それぞれの遺伝子の発現量は、それぞれ滑膜あるいはTリンパ球などから放出
される IL-6、TNF-α、IL-17の産生量を反映している。解析は過去の報告を参考に、StepOne 
software version 2.2.2 (	Applied Biosystems )	を用いて行い、それぞれのmRNAの発現量を各
評価時点における内部標準に対する fold changeとして求めた 33)。 
 
5.9. マイクロCT評価および骨量解析 
20週齢でマイクロコンピュータ断層撮影	(	マイクロCT ）	を行った (	各群n = 5 ）	。 採
取したマウス脛骨を4℃で70％エタノールに固定し、マイクロCT スキャナ  ー (	Scan 
Xmate-L090: Comscan Techno Co., Ltd, Kanagawa, Japan ）	を用いて分析した。 撮影条件は電
圧75kV、電流100 µA、解像度10.4 µm/pixel、スライス厚、マトリクス数516×506 pixelで脛
骨の近位端からの505スライスを撮影範囲とした。 過去の報告に準じ、TRI / 3D-BON	(	Ratoc 
System Engineering Co., Tokyo, Japan ）	を用いて脛骨近位部の骨組織量 (	BV: mm2 ）	、総
面積 (	TV: mm2 ）	、骨組織率 (	BV / TV:％ ）	および骨梁幅 (	Trabecular Thickness: mm ）	
を算出した 34)。 
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5.10.  統計学的解析 
統計分析は、JMP software version 13.1	(	SAS, Cary, NC, USA )	を用いて行った。 すべてのデ
ータは平均±標準誤差 (	SE )	として表した。統計的有意差判定は、血液中サイトカインの
測定、組織学的解析、IVISおよび骨量解析にはWelchの t検定を、PCRはWilcoxon検定を
用いて判定した。 5.6.の実験はBonferroni法による補正を行い多重比較を行った。危険率5％
を統計的に有意であるとして検定を行なった。 k係数は、SPSS version 21	(	IBM, Armonk, NY, 
USA )	を用いて計算した。 
 
6．結果 
6.1. MR16-1投与による血清 SAA の抑制効果 
MR16-1の投与により適切に IL-6のシグナルが抑制されていることを確かめるため、血清
SAAおよび血清 IL-6の測定を行った。SAAは IL-6の刺激により肝臓で産生される炎症性蛋
白の一つであり、SAAの抑制は抗 IL-6受容体抗体量が IL-6の作用を阻害するのに十分か否
かを示すマーカーとなる 35)。14週齢のSAA値では対照群で2078±843 µg/ml、MR16-1治療
群で1069±465 µg/mlとMR16-1治療群において血清SAAの低下傾向がみられた (	p = 
0.367 ）	。17週齢では対照群で546±45 µg/ml、MR16-1治療群で73±31 µg/mlと有意に低
下した (	p = 0.001 ） (	図1A ）	。14週齢の血清 IL-6値は対照群で15.7±8.7 pg/ml、MR16-1
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治療群で8.1±3.2 pg/ml	(	p = 0.153 ）と、17週齢の血清 IL-6値は対照群で17.6±4.3 pg/ml、
MR16-1治療群で22.4±5.1 pg/ml	(	p = 0.414 ）	とそれぞれ有意差はなかった (	図1B ）	。 
 
6.2. MR16-1投与による関節滑膜炎抑制効果と、付着部強直および骨化の抑制
不十分 
MR16-1により IL-6のシグナル経路が抑制されていることが明らかになったので、組織学的
に滑膜炎、付着部の骨化および強直の抑制が得られるか解析を行った。14週齢での対照群の
マウスにおいて、足関節領域に明らかな滑膜炎、パンヌス形成、付着部症および強直症がみ
られた (	図2Aおよび2B )	。 MR16-1治療群のマウスでは、滑膜炎およびパンヌス形成が
対照群と比較して抑制された (	図2Cおよび2D )	。 17週齢で、対照群マウスは、滑膜炎、
パンヌス形成および足関節の強直症の進行がみられた (	図3Aおよび3B )	。 MR16-1治療
群では、滑膜炎またはパンヌス形成は抑制されていたが、付着部強直の進行が見られた (	図
3Cおよび3D )	。 20週齢の対照群マウスでは、進行した滑膜炎、パンヌス形成および強直
性変化を示した (	図4Aおよび4B )	。 MR16-1治療群では、滑膜炎およびパンヌス形成は
抑制されていたが (	図4Cおよび4D )	靭帯付着部の骨化および強直がみられた。滑膜炎ス
コアによる足関節炎の組織病理学的評価では、14週齢の対照群で4.29±0.19、MR16-1治療
群で2.75±0.53であり有意な差がみられた (	p = 0.0141 )	。 17週齢では対照群で3.95±0.22、
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MR16-1治療群で1.64±0.27であり有意な差がみられた (	p <0.001 )	。 20週では対照群で
3.33±0.28、MR16-1治療群で2.25±0.3であり、有意な差がみられた (	p = 0.0125 ）	(	図5 ）	。 
 
6.3. ICGリポソームは投与後 120分で滑膜炎に最大集積する 
同じ個体で経時的に関節炎を評価するため、滑膜炎に集積する ICG リポソームを投与し、
IVISを使用してその蛍光度を測定した。滑膜炎を適切に評価できるかを確かめるため実験を
行なった。関節炎を生じている13週齢のMcH-lpr/lpr-RA1マウスにおいて、ICGリポソーム
を投与した群はPBSを投与した群に比較し、静脈注射後5分から有意な差をもって集積を示
した。30分後、60分後とその差は上昇傾向を示し、90分から150分にかけて平衡状態とな
った (	図6 ）	。続いて ICGリポソームの静脈注射後何分でもっとも集積するかを確かめる
ために実験を行なった。14週齢のMcH-lpr/lpr-RA1マウス群は30週齢のWild typeのマウス
と比較し集積傾向を示し、明らかな有意差がないものの、注射後120分でその差は最大とな
った (	図7 ）	。この結果から ICGリポソームは滑膜炎に集積し、測定時間は注射後120
分が適切と考えられた。 
 
6.4. IVISを用いて経時的に評価したMR16−1による滑膜炎の抑制効果 
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	 実験の結果からICGリポソームの投与後120分に、最も炎症滑膜集積することが判明した。
この結果に従い投与前および投与後120分のシグナル強度比で滑膜炎の評価を行なった。 14
週齢の対照群およびMR16-1治療群マウスの代表的な画像を図8Aおよび8Bに示す。対照群
のマウスでは、足および足関節に明白な集積を示したが、MR16-1治療群マウスはでは集積
が抑制されている。定量的解析は対照群およびMR16-1治療群マウスで10、14および18週
目に行った。14週齢において対照群およびMR16-1治療群マウスのシグナル強度に有意差が
みられた (	p = 0.0004 ）	が、10週齢と18週齢では有意差はみられなかった (	図9 ）	。 
 
6.5. IL-6シグナル阻害によるTNFα、IL-17 の抑制効果  
	 組織学的解析および IVISでMR16−1投与による滑膜炎の改善がみられたが、付着部の骨
化および強直は抑制されないことが明らかになった。この結果にどのサイトカインが関与し
ているか調べるため、IL-6シグナル抑制による関節中のサイトカインの変化について
RT-PCR法により解析した。10週齢、14週齢、16週齢における足関節内のTnfα、Il6、Il17
の発現を図10に示す。Tnfαの発現は、MR16-1治療群において16週まで徐々に減少し、16
週齢において対照群に比較し有意に低下していた (	p = 0.0303 ）	。IL17の発現は、MR16-1
治療群において14週齢で対照群に比較し有意に低下し (	p = 0.02）	が16週齢では有意な差
がみられなかった (	p = 0.166 ）	。 Il6の発現には2群間で有意な差はみられなかった。 
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6.6. McH -lpr/ lpr-RA1において骨量は IL-6 シグナルを抑制しても改善しない 
	 IL-6シグナル阻害によりTNFα、IL-17の主要な炎症性サイトカインが減少した。破骨細胞
の分化・成熟には炎症性サイトカインの関与が必要であるため、IL-6シグナル阻害により骨
量改善がみられるか実験を行なった。20週齢のMR16-1治療群と対照群マウスにおいて、マ
イクロCT 画像で骨パラメーターの解析を行い、MR16-1の骨量への影響の評価を行ったが、
明らかな差はみられなかった (	図11A )	。 脛骨近位部の定量的構造分析結果では、 BVは
対照群で0.213±0.122 mm2、MR16-1治療群で0.225±0.053 mm2 (	p=0.851 )	、TVは対照群
で3.08±0.217 mm2、MR16-1治療群で3.317±0.117 mm2 (	p=0.0748 )	、BV / TVは対照群で
55.8±5.21%、MR16-1治療群で53.5±4.98% (	p=0.937 )	、Trabecular thicknessは対照群で40.1
±3.97 µm、MR16-1治療群で45.0±3.40 µm (	p=0.245)	と、2つの群間で有意差はみられな
かった (	図11B )。 したがって、MR16-1による治療はMcH -lpr/ lpr-RA1マウスの骨量の増
加に関与しないことが示された。 
 
7．考察 
関節強直症を自然発症するマウスは、これまでに数例報告されている 36)。一例として、DBA 
/ 1マウスは、足関節に自発的に関節強直症を発症する 37-39)。しかし、これらのマウスでは、
骨びらんや骨破壊を伴わない、靭帯および腱付着部における線維性増殖や線維性の強直症を
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示す 36)。その他、SKGマウスの腹腔内にβ-1,3-glucan (	curdlan )	を投与し、炎症性関節炎お
よび強直性脊椎炎を誘発させた報告がある 40-42)。このSKGマウスは指炎、付着部炎、滑膜炎
および破壊性関節炎を生じ、脊椎関節炎のほぼ全ての症状を呈す。一方McH-lpr/ lpr-RA1マ
ウスは特別な誘発物質を要せず、滑膜炎とそれに伴う骨びらんや骨破壊、さらに靭帯付着部
における骨性増殖を自然発症する 18)。本研究では、McH-lpr/ lpr-RA1マウスは脊椎関節炎の
末梢関節炎のモデルマウスとして適当であると考え,McH-lpr / lpr-RA1マウスにおける抗IL-6
受容体モノクローナル抗体による治療効果につき検討を行なった。 MR16-1治療群では、組
織学的解析および IVIS定量解析の結果、滑膜の増殖およびそれに伴う骨びらんや関節破壊が
抑制されたことが示された。しかし一方で、IL-6シグナルを阻害しても組織学的に付着部強
直は進行することが示唆された。抗 IL-6受容体抗体はMcH -lpr/ lpr-RA1マウスにおける滑膜
炎の抑制に寄与するが、付着部炎および付着部強直の予防には他の因子が関与している可能
性が考えられる。 
血清SAAはMR16-1治療群で減少しており、さらに ICG内包リポソームを使用した IVIS
の実験の結果などより、投与されたMR16-1の用量はMcH -lpr/ lpr-RA1マウスの炎症を抑制
するのに十分であると考える。 MR16-1は抗 IL-6受容体抗体であり、血清 IL-6の数値に有
意差がみられないのは妥当な結果である。RT-PCRの結果では、Tnfαおよび Il17の遺伝子発
現レベルが IL-6シグナル遮断によって抑制されていることを示した。過去の報告では、IL-6
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シグナルの遮断が IL-17シグナル伝達を抑制するとされており 43,44)、今回の結果はそれを裏
付けるものである。また脊椎関節炎における付着部強直は、IL-17の関与が報告されている
45)。しかし組織学的解析結果では、IL-6、TNF-αおよび IL-17シグナルの抑制により、McH -lpr/ 
lpr-RA1マウスにおける滑膜炎の改善および骨破壊の予防が可能であったにもかかわらず、
靭帯付着部における線維増殖および骨化からの強直が進行していた。この原因として、
RT-PCRの結果から IL-17シグナルは抑制されているが、付着部の骨化や強直に関わる IL-12、
IL-22および IL-23などのシグナル伝達経路の抑制が不十分であった可能性が考えられる。こ
れは特にヒトにおいて顕著であるが、IL-22は前述の組織常在性のT細胞の他にもTh1やTh22
などの細胞から産生されており、これらには IL-12、IL-18、IL-1βなどの別のサイトカインの
経路が関係しているとされる 46)。これらの要因により、治療群においても付着部での骨化・
強直は進行したものと推測され、この結果は、強直性脊椎炎における抗 IL-6受容体抗体治療
のヒト臨床試験の結果とも一致する。 
IVISによる解析結果では、14週齢の治療群のみで ICG内包リポソームの集積が減少した。
一方で、組織学的解析結果は14週以降でも相違を示し、IVISの解析結果と合致しない。こ
れは、IVISでは測定時点のみでの滑膜炎組織の血流増生を反映するが、組織学的解析結果は
治療開始後から解析時までの期間の、すべての変化の蓄積を反映するという違いが影響して
いる可能性がある。血清SAAと関節中TNF-α、IL-17は14週以降でも差異がみられている
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が、発現量としては徐々に減少を示している。そのため14週齢以降ではコントロール群でも
滑膜中の異常血管による血流増生が不十分となり、ICG内包リポソームの集積に差異がみら
れなかった可能性がある。しかし骨びらん、骨破壊および強直症などは、14週齢以降でも炎
症の度合いは低下するが遷延して進行するため、その蓄積として組織学的解析では17週齢お
よび20週齢に差が顕著になった可能性があると考えられた。 
本研究では、MR16-1治療群および対照群の骨パラメーターの変化を、マイクロCT イメー
ジングによって評価した。我々は、MR16-1の投与によりDBA/1マウスの骨量を増加させた
とするTanakaらの報告 47)や、IL-6阻害によるBMD上昇の報告 48)、骨代謝マーカーが改善す
るという報告 49-51)から、MR16-1の投与はMcH -lpr/ lpr-RA1マウスにおいても骨量の増加に
寄与すると予測した。しかしながら、本研究においてMcH-lpr / lpr-RA1マウスはMR16-1の
投与後に骨量は増加しなかった。過去の報告ではMR16-1の1回投与量を8mgに設定してい
ることから、MR16-1投与量の違いが投与後のマウスの骨量に影響を及ぼす原因の一つであ
る可能性が考えられる。 
本研究にはいくつかの限界点がある。第一に今回のRT-PCRでは足関節全体のmRNAを採
取しており、滑膜組織とリンパ球のmRNAを区別していない点である。TNF-αは主に滑膜細
胞、IL-17はTh17から主として産生されると考えられるが厳密な区別は不可能であり、結果
の解釈には注意が必要である。第二に付着部骨化・強直の要因のひとつである IL-22につい
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て今回は検討を行っていない点である。IL-17が抑制できたにも関わらず付着部骨化・強直
は進行しており、IL-22が制御できていない可能性が示唆されるが、詳細は不明である。第3
にMcH -lpr/ lpr-RA1の関節炎発症の、明確な原因が不明な点である。Fasの発現が低下して
いる 18)ことから胸腺におけるT リンパ球の選択に異常があり、異常Tリンパ球が産生されて
いる可能性が示唆されるが、詳細なメカニズムは明らかになっていない。 
本研究は、McH -lpr/ lpr-RA1は脊椎関節炎における末梢性関節炎の有用な動物モデルとなり
うる可能性を示した。Curdlanを腹腔内投与したSKGマウスは脊椎関節炎のモデルとして重
要であるが、脊椎関節炎における新しい治療薬の開発および評価には異なる動物モデルでの
評価もまた必要と考えられ、McH -lpr/ lpr--RA1には脊椎関節炎における末梢関節炎のモデル
としての役割が期待される。さらに、IL-6受容体抗体はMcH -lpr/ lpr--RA1の滑膜炎および骨
びらんの改善に効果が得られたことより、脊椎関節炎における末梢関節炎が優位なタイプに
治療効果が得られる可能性がある。脊椎関節炎の体軸性の炎症性変化が強いタイプと、末梢
性の炎症性変化の強いタイプにおいて現状では治療に区別はされていないが、今後のさらな
る研究により、IL-6受容体抗体を用いて個々の症状に応じたオーダーメイドの治療が可能と
なることが期待される。 
8 結論 
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本研究では、MR16-1による IL-6シグナル阻害が、McH-lpr/ lpr-RA1マウスにおける滑膜炎
の発症と関節破壊の進行を有意に減少させることを初めて実証した。 一方で IL-6シグナル
阻害を行っても靱帯付着部の骨増殖性変化をきたすことから、関節炎とは異なる炎症性要因
が靱帯付着部炎および骨化の進行に関与する可能性を示唆した。 McH-lpr/ lpr-RA1マウスは、
関節炎および付着部炎の病因を解明し、新しい治療を開発するために有用なマウスモデルと
して期待される。 
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図 1. 血液中サイトカイン濃度測定結果 
 
コントロール群マウスとMR16-1による治療介入を受けたマウスの、ELIZA法を用いた血清
SAAおよび血清 IL-6の濃度測定結果。吸光度450 nmで測定し、結果を4パラメータロジス
ティック回帰曲線を用いて定量を行った。 
 36 
(	A ) 14週齢、17週齢のマウスにおける血清SAAの結果(	各群n = 5 )。棒グラフは吸光度
から算出された血清中SAAの濃度を示す(	平均および標準誤差 )	。* *p< 0.01 (	Welchの
t検定	)。 
(	B )14週齢、17週齢のマウスにおける血清 IL−6の結果(	各群n = 5 )。棒グラフは吸光度か
ら算出された血清中 IL-6の濃度を示す(	平均および標準誤差 )	。 
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図 2. 14週齢マウスの代表的組織学的所見 
 
コントロール群マウスとMR16-1による治療介入を受けたマウスの、14週齢における代表的
な組織像を示す。14週齢時に標本化しヘマトキシリンおよびエオジンで染色した。コントロ
ール群における代表的な足関節、足部の組織像を (	A )	と (	B )	に、MR16-1群における
代表的な足関節、足部の組織像を (	C )	と (	D )	に示す。 (	A )	(	C )×40拡大像。 (	B )	
(	D )	白四角形部の×100拡大像。滑膜炎および骨びらんを白矢印、靭帯付着部の線維軟骨
性増殖および強直を星印で示す。スケールバーは(	A )	、(	B )で500	µm、(	C )、 (	D )	で
200	µmを示す。talusは距骨、navicularは舟状骨、cuneiformは立方骨、metatarsalは中足骨を
それぞれ示す。 
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図 3. 17週齢マウスの代表的組織学的所見 
 
コントロール群マウスとMR16-1による治療介入を受けたマウスの、17週齢における代表的
な組織像を示す。17週齢時に標本化しヘマトキシリンおよびエオジンで染色した。コントロ
ール群における代表的な足関節、足部の組織像を (	A )	と (	B )	に、MR16-1群における
代表的な足関節、足部の組織像を (	C )	と (	D )	に示す。 (	A )	(	C )×40拡大像。 (	B )	
(	D )	白四角形部の×100拡大像。滑膜炎および骨びらんを白矢印、靭帯付着部の線維軟骨
性増殖および強直を星印で示す。スケールバーは(	A )	、(	B )で500	µm、(	C )、 (	D )	で
200	µmを示す。talusは距骨、navicularは舟状骨、cuneiformは立方骨、metatarsalは中足骨を
それぞれ示す。 
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図 4. 20週齢マウスの代表的組織学的所見 
 
コントロール群マウスとMR16-1による治療介入を受けたマウスの、14週齢における代表的
な組織像を示す。治14週齢時に標本化しヘマトキシリンおよびエオジンで染色した。コント
ロール群における代表的な足関節、足部の組織像を (	A )	と (	B )	に、MR16-1群におけ
る代表的な足関節、足部の組織像を (	C )	と (	D )	に示す。 (	A )	(	C )×40拡大像。 (	B )	
(	D )	白四角形部の×100拡大像。滑膜炎後の骨性強直を白矢頭で、靭帯付着部の線維軟骨
性増殖および強直を星印で示す。スケールバーは(	A )	、(	B )で500 µm、(	C )、 (	D )	で
200	µmを示す。talusは距骨、navicularは舟状骨、cuneiformは立方骨、metatarsalは中足骨を
それぞれ示す。 
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図 5. 組織形態学的解析結果 
 
コントロール群マウスとMR16-1による治療介入を受けたマウスの組織形態学的解析結果。
14週齢、17週齢、20週齢のそれぞれで標本を採取し、ヘマトキシリンおよびエオジンで染
色した(	各群n = 5	)。Krennの滑膜炎スコアを用いて滑膜細胞層の多層化、常在細胞の密度、
炎症性細胞の浸潤の3点をそれぞれ0-3点で評価し、合計点を算出した。棒グラフは平均お
よび標準誤差を示す。* p< 0.05、***p< 0.001 (	Welchの t検定	)	。 
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図 6. PBS投与群および ICG-liposome投与群における IVIS解析結果 
 
肉眼的に明らかに関節腫脹を生じている13週齢のMcH-lpr/lpr-RA1マウス	(	n = 6 )	に対
し、200 µlのPBSおよび200 µlの ICGリポソームを静脈注射後0、5、30、60、120および
150分に IVISで蛍光強度を測定し、両群間の蛍光強度を比較した。測定には in vivo生物発光
イメージングシステム	(IVIS )(	Xenogeny, Alameda, CA, USA )	を使用した。リポソーム投与
前のシグナル強度を1とし、リポソーム投与後の蛍光強度をシグナル強度比として計測した。
棒グラフは平均および標準誤差を示す。統計学的な検討は、Welchの t検定の解析結果を
Bonferroniによる方法で調整して多重比較検討を行った。** p< 0.01、*** p< 0.001。 
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図 7. 野生群とMcH-lpr/lpr-RA1マウス14週齢群における IVIS解析結果 
 
30週齢の野生群のマウス(	n = 4 )と14週齢のMcH-lpr/lpr-RA1マウス(	n = 4 )に対してそ
れぞれ200 µlの ICGリポソームを静脈注射後、0、5、30、60、120および150分に IVISで蛍
光強度を測定し、両群間の蛍光強度を比較した。測定には in vivo生物発光イメージングシス
テム	(IVIS )(	Xenogeny, Alameda, CA, USA )	を使用した。リポソーム投与前のシグナル強度
を1とし、リポソーム投与後の蛍光強度をシグナル強度比として計測した。棒グラフは平均
および標準誤差を示す。統計学的な検討は、Welchの t検定の解析結果をBonferroniによる方
法で調整して多重比較検討を行った。 
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図 8.代表的 IVIS所見 
 
14週齢のコントロール群およびMR16-1治療群に対して、ICG内包リポソームを投与後120
分時に In vivo生物発光イメージングシステムを用いて撮影した代表的な画像を示す。両足関
節および足が含まれるようにROIを設定した (	青丸 )	。	
(	A )	14週齢のコントロール群のマウス。両足関節に顕著な集積がみられている。 
(	B )	14週齢のMR16-1治療群のマウス。両足関節に明らかな集積は認めない。 
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図 9. IVIS解析結果 
 
コントロール群とMR16-1治療群のマウスにおける、10、14、18週齢における IVISでの定
量的解析結果を示す(	各群n = 5 )。リポソーム投与前のシグナル強度を1とし、リポソーム
投与後の蛍光強度をシグナル強度比として計測した。棒グラフは平均および標準誤差を示す。
** p < 0.01 (	Welchの t検定	)。 
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図 10. RT-PCR解析結果 
 
RT-PCRによる足関節内のサイトカイン発現の解析結果。10、14および16週齢で足関節以
遠からmRNAを採取した（	各群n = 5 ）	。mRNAを逆転写し、cDNAの合成を行い、
StepOnePlusTM real-time PCR systemを用いて real-time PCRを行なった。Gapdh内部標準とし Il6、
Tnfα、IL17の遺伝子の発現量を解析した。mRNAの発現量を各評価時点における内部標準
に対する fold changeとして求めた。棒グラフは平均および標準誤差を示す。*p < 0.05、***p < 
0.001( Wilcoxon検定	)。 
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図 11. 骨量解析結果 
 
マイクロCTを使用した20週齢のコントロール群およびMR16-1治療群における骨パラメー
ター解析結果。20週齢で採取したマウス脛骨を4℃で70％エタノールに固定し、マイクロ
CT スキャナ  ー (	Scan Xmate-L090)	を用いて撮影した。 脛骨近位中央の冠状断を用いて脛
骨近位部の骨組織量 (	BV: mm2 )	、総面積 (	TV: mm2 )	、骨組織率 (	BV / TV:％ )	およ
び骨梁幅 (	Trabecular Thickness: mm )	を算出して解析した。解析にはWelchの t検定を使用
した。(	各群n = 5 ) 
(	A )	コントロール群およびMR16-1治療群の代表的な脛骨近位部冠状断像。 
(	B )	BV、TV、BV/TV、およびTrabecular Thicknessの値を示す (	平均および標準誤差 )。 
 
